A kapszaicin-érzékeny szenzoros idegek szerepe a cukorbetegség kialakulásában és progressziójában  =  The role of capsaicin-sensitive sensory nerves in the development and progression of diabetes by Peitl, Barna & Szilvássy, Zoltán
SZAKMAI ZR BESZMOL
A plyzat munkatervben 4 cl megvalstst fogalmaztunk meg, melyek elvgzsvel pontosabb 
betekintst kaptunk a kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek sznhidrt anyagcserben betlttt 
szerepre vonatkozan. Az eredeti munkatervnek megfelelően az elvgzett ksrletek az albbiak 
szerint 4 rszre tagoldtak:
1. Megvizsgltuk, hogy a 2-es tpus cukorbetegsgben a hasnylmirigy inzulintermelő bta 
sejtjeinek szmnak cskkensben s az inzulin rezisztencia kialakulsban a kapszaicin-
rzkeny szenzoros rostok milyen szerepet jtszanak.
2. Megvizsgltuk, hogy a hasnylmirigyet szenzoros idegekkel ellt gerincvelői hts gyki 
idegdc (dorsal goot ganglia, rviden: DRG) loklis kapszaicin kezelse lasstja-e a betegsg 
progresszijt
3. Megvizsgltuk a kapszaicin-rzkeny idegek szerept a krnikus thiazolidinedione terpia 
hatkonysgban
4. Mintkat gyűjtnk annak vizsglatra, hogy az emberi hasnylmirigyben hogyan vltozik a 
Langerhans szigetsejtek neuropeptid- s hormon tartalma
A kapott eredmnyeimet az albbiakban foglalom ssze, rszletesen kitrve az alkalmazott vizsglati 
mdszerekre, a kapott eredmnyekre valamint az ezen eredmnyekre tmaszkod, tovbbi kutatsi 
lehetősgekre s azok gazdasgi hasznosthatsgra, valamint (amennyiben volt) a tervezettől val 
eltrs okra.
Ad 1. Annak vizsglata, hogy a NIDDM-ban a bta sejtek szmnak cskkensben s az inzulin 
rezisztenciban a kapszaicin rzkeny szenzoros rostok milyen szerepet jtszanak.
A ksrlethez Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) patknyokat hasznltunk, melyeket 
standard llathzi krlmnyek kztt (12-12 rs nappal-jszaka peridus, 20-25 C, 50-70% relatv 
pratartalom, standard laboratriumi tp s csapvz) tartottunk. E modell llatok jellegzetessge, 
hogy a CCK-1 receptor genetikai hibja kvetkeztben az llatok folyamatosan esznek, elhznak s ez 
inzulin rezisztencihoz s vgl NIDDM-hez vezet (1). Az llatokat 6 hetes korukban (rkezst 
kvetően 1 httel) 2 csoportra osztottuk (csoportonknt 12-12 llattal), az egyik csoportot 
szisztmsan kapszaicinnel (lsd albb), mg a kontroll csoportot a kapszaicin vivőanyagval a 
korbban mr lert mdon (2) előkezeltk E kezelst kvetően az llatok metabolikus paramtereit 
folyamatosan regisztrltuk 19 hten keresztl. Ennek sorn heti rendszeressggel meghatroztuk a 
testslyban bekvetkezett vltozst, az tlagosan elfogyasztott napi tel s vz mennyisgt valamint 
az rtett szklet s vizelet mennyisgt. Az anyagcsere paramterek mrst metabolikus ketrec 
(Tecniplast, Olaszorszg) felhasznlsval vgeztk. A kezelst kvető 18. hten orlis glkz 
tolerancia tesztet vgeztnk, majd ezt 1 httel kvetően hyperinzulinmis euglikmis glkz clamp 
mrst vgeztnk, illetve mindkt kezelsi csoportbl 3-3 llatban 3H-glkz felhasznlsval 
meghatroztuk a bazlis (hgyomri) s a HEGC steady state llapotban az inzulin stimullt endogn 
glkz termelst. Az hgyomri vrcukor s plazma inzulin eredmnyekből meghatroztuk a 
hasnylmirigy  sejteinek funkcijra utal HOMA-B% indexet.
ALKALMAZOTT MDSZEREK
Kapszaicin előkezels
Az llatokat elbdtottuk (30 mg/kg pentobarbital ip), majd a dorsalisan subcutan a nyak bőre al 50 
mg/kg kapszaicin fecskendeztnk. A teljes bersgi llapot visszatrse utn az llatok visszakerltek 
az llathzba. A kezels sikert a szembe cseppentett kapszaicinre adott vlasz hinya igazolta. Csak 
olyan llatot vontunk be a kapszaicinnel kezelt csoportba, amelyeknl ily mdon sikerlt a kapszaicin 
előkezels hatkonysgt visszaigazolni. A kontroll csoportot hasonl mdon, a kapszaicin
oldszervel kezeltk (fiziolgis soldat, Tween 80 s etanol 8:1:1 arny oldata).
Metabolikus vltozk meghatrozsa
A metabolikus paramterek meghatrozshoz metabolikus ketrecet (Tecniplast, Olaszorszg) 
hasznlunk s a kvetkező paramterek mrst foglalja magba: napi testsly vltozs (g), naponta 
elfogyasztott tp (g) s vz mennyisge (ml), napi rtett vizelet (ml) s szklet (g) mennyisge. E 
paramterek meghatrozst 3 napos (pntek-vasrnap) akklimatizci előzi meg.
Orlis Glkz Tolerancia Teszt
Az llatokat a ksrlet előtti nap estjtől (kb. 16 rn t) heztettk. A ksrlet napjn a farok
vnjbl nyert vns vrből meghatroztuk az hgyomri vrcukorszintet, majd orlisan 
gyomorszondn keresztl 1g/kg glkzt adtunk s az ezt kvető 15., 30., 60. 90. s 120. percben a 
farokvnbl nyert vrből meghatroztuk a vrcukor szintet. A ksrlet vgn az llatok 
visszakerltek az llathzba.
Teljes test inzulinrzkenysg meghatrozsa
A teljes test inzulinrzkenysg meghatrozsra hyperinzulinmis euglikmis glkz clamp (HEGC)
mdszerrel, a kapszaicinnel vagy oldszerrel trtnt előkezelst kvető 19. hten kerlt sort (3). A 
ksrletet megelőzően az llatokat 16 rn t heztettk, majd tiopentllal (Trapanal 50mg/kg, i.p.) 
elaltattuk. Behelyeztnk 2 vns kanlt a vna jugulris kt szrba cukor s inzulin ads cljbl, egy 
artris kanlt vrvtel (vrcukor s plazma inzulin meghatrozshoz) valamint szisztms 
vrnyomsmrs cljbl illetve lgcső kanlt, az tjrhat lgutak biztostsa cljbl. A műttet 
kvetően az llatokat kb. 30 percig magukra hagytuk, hogy az esetlegesen a műtt sorn fellpő 
stressz hatsa lecsillapodjk. Ezt kvetően vrt vettnk (1 ml) az hgyomri vrcukor s a plazma 
inzulin meghatrozshoz, majd elindtottuk az inzulin infzit 6 mU/kg/min sebessggel. Az inzulin 
infzi 120 percen keresztl tartott, ez alatt az idő alatt a vrcukorszinten 5-10 percenknt 
ellenőriztk s az inzulininfzival prhuzamosan elindtott cukorinfzi sebessgt gy vltoztattuk, 
hogy a vrcukor rtke folyamatosan 5.50.5 mmol/L maradjon. A 120. perc vgn jra vrvtel 
trtnt plazma inzulinszint meghatrozshoz. A teljes test inzulinrzkenysget a 90. s 120. perc 
kztt mrt tlagos cukorinfzis sebessg (mg/kg/min) jellemzi. A HEGC vgn az llatokat 
tlaltattuk (thiopental 100 mg/kg iv). A vrcukor meghatrozs 1 csepp vrből trtnt glkz oxidz 
mdszer segtsgvel (Accu Check Active, Roche, Magyarorszg).
Bazlis s Inzulin-stimullt Endogn Cukortermels Meghatrozsa
A műtti előtti előkszletek s a műtt sorn elvgzett beavatkozsok mindenben megegyeznek a 
HEGC sorn lertakkal, azzal az eltrssel, hogy egy 3. vns kanl kerlt beltetsre a 3H-glkz 
infzi szmra. A műttet kvető nyugalmi peridus utn 5 Ci 3H-glkzt adtunk bolusban, majd 
0.15 Ci/min sebessggel folyamatos, 180 percig tart infzit indtottunk. A radioaktv cukorinfzi 
indtsa előtt (a 0. percben), majd a 60., 120., 150., 160., 170. s 180. percben vrmintt vettnk a 
radioaktivits meghatrozsa cljbl. A 0. percben vett minta szolglt az hgyomri mintaknt a 
vrcukor s plazma inzulinszint illetve a HOMA indexek kiszmtshoz. A 60. percben levett minta 
alapjn szmtottuk a bazlis, mg a 150-180 perc kztt levett mintk tlagbl az inzulin-stimullt 
endogn cukortermels rtkeket. 
Plazma inzulinszint meghatrozs, HOMA-IR s HOMA-B% indexek
A ksrlet elejn, az inzulin infzi megkezdse előtt, valamint a HEGC steady state (90.-120. perc) 
alatt kerlt sor vrvtelre plazma inzulinszint meghatrozs cljbl. A levett vrt (4 C, 2 perc, 
10.000 rpm) lecentrifugztuk s a plazmt levettk s lefagyasztottuk -70 C-ra amg nem kerlt sor 
az inzulinszint meghatrozsra. A plazma inzulinszintet kereskedelmi forgalomban kaphat RIA kitt 
segtsgvel hatroztuk meg (4). 
A HOMA-IR index meghatrozs a szervezet inzulinrzkenysgnek meghatrozsra szolgl 
egyszerű mdszer, mely az hgyomri inzulin s vrcukorszint ismerete alapjn ad felvilgostst a 
teljes test inzulinrzkenysgre (hgyomri vrcukor (mmol/L) x hgyomri plazma inzulin 
(U/ml)/22.5). Minl alacsonyabb ez az rtk, az inzulinrzkenysg annl jobb (5). 
A HOMA-B% index a hasnylmirigy inzulintermelő sejtjeinek a szekrcis kapacitsrl ad 
felvilgostst s az albbi kplet szerint szmtand: hgyomri plazma inzulinszint (U/ml) x 
20/(hgyomri vrcukor (mmol/l)-3.5). Minl magasabb ez az rtk, a sejtek szekrcija annl 
kifejezettebb (5).
Statisztika
Az eredmnyek a statisztikai tlagot s annak a standard devicijt mutatjk. A statisztikai szmtst 
ANOVA szerint vgeztk, majd Bonferroni szerint mdostott t-prbt vgeztnk. Akkor tekintettnk 
valamit szignifikns eltrsnek, ha p<0.05 volt (6).
EREDMNYEK
A kapszaicin kezels hatsa a metabolikus vltozkra
A kapott eredmnyeket az 1. bra illetve az 1. tblzatban foglaltam ssze. A kapszaicin előkezelt 
csoport testslynvekedse elmaradt az oldszerrel kezelt kontroll csoporttl, mely eltrs a kezelst 
kvető 15 hten vlt szignifiknss. A tbbi metabolikus vltozban nem mutatkozott statisztikailag 
szignifikns klnbsg.
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1. bra. A kapszaicin előkezels hats a testsly vltozsra OLETF patknyban. A *-gal jellt rtkek 
szignifikns eltrst mutatnak az oldszerrel kezelt kontroll csoport hasonl rtkeitől. 
1. tblzat. A kapszaicin előkezels hatsa a metabolikus vltozkra OLETF patknyban. Az egyes 
sszetartoz rtkek kztt nincs statisztikailag szignifikns eltrs.
A kapszaicin kezels hatsa a vrcukorvltozsra Orlis Glkz Tolerancia Teszt sorn
A kapszaicinnel kezelt llatok hgyomri vrcukorrtke valamivel alacsonyabbnak addott, mint a 
kontroll csoport, azonban nem rt statisztikailag szignifikns szintet. Ugyanakkor az orlis 
glkzterhelsre kapott vrcukor emelkeds a kapszaicin kezelt llatokban szignifiknsan kisebb volt, 
amit mutat az egyes időpontokban mrt alacsonyabb vrcukorrtk (2. bra.) illetve a grbe alatti 
terletek kztti szignifikns klnbsg is mutat (kontroll: 1844124 vs kapszaicin kezelt: 128787).
Elfogyasztott tp (g) Elfogyasztott vz (ml) rtett 
szklet (g)
rtett vizelet 
(ml)
Kontroll 32.33.2 36.74.2 28.83.0 18.51.9
Kapszaicin kezelt 31.93.1 37.83.8 29.42.7 18.91.8
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2. bra. A kapszaicin előkezels hats a vrcukorvltozsra OGTT sorn OLETF patknyban. A *-gal jellt 
rtkek szignifikns eltrst mutatnak az oldszerrel kezelt kontroll csoport hasonl rtkeitől.
A kapszaicin kezels hatsa a teljes test inzulinrzkenysgre valamint a bazlis s inzulin-stimullt 
cukortermelsre
A kapszaicinnel kezelt llatok perifris szveteinek inzulin irnti rzkenysge szignifiknsan javult a 
kontroll OLETF patknyokhoz kpest (3. bra), azonban nem ri el az egszsges patknyokban 
mrhető szintet (Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) patkny inzulinrzkenysge HEGC alatt: 
28.23.5 mg/kg/min – korbbi ksrletek alapjn).
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3. bra. A kapszaicin előkezels hatsra a teljes test inzulinrzkenysg szignifiknsan javul OLETF 
patknyban HEGC mrs sorn. A *-gal jellt rtk szignifikns eltrst mutatnak az oldszerrel kezelt 
kontroll csoport hasonl rtktől.
Hasonl eredmnyt kaptunk, amikor 3H-glkz felhasznlsval meghatroztuk a bazlis s 
inzulinstimullt endogn cukortermelsrtkeit. A kapott eredmnyek arra utalnak, hogy a kapszaicin 
kezelt llatokban kevsb slyos inzulinrezisztencia alakul ki a kontroll OLETF patknyokhoz kpest 
(2. tblzat).
Bazlis endogn glkz
termels (mg/kg/min)
Inzulin stimullt endogn
glkz termels (mg/kg/min)
Kontroll 7.541.5 6.771.2
Kapszaicin kezelt 12.93.1* 2.81.1*
2. tblzat. A kapszaicin előkezels hats a vrcukorvltozsra OGTT sorn OLETF patknyban. A *-gal jellt 
rtkek szignifikns eltrst mutatnak az oldszerrel kezelt kontroll csoport hasonl rtkeitől.
A kapszaicin kezels hatsa az hgyomri vrcukor s plazma inzulin rtkekre illetve az ezekből 
szmtott HOMA-IR s HOMA-B% indexekre
A kapszaicin kezelt llatok hgyomri vrcukorszintje alacsonyabb volt, mint a kontroll csoport, 
azonban az eltrs nem rte el a statisztikailag szignifikns szintet. Az hgyomri plazma inzulinszint a 
kapszaicin kezelt llatokban szintn alacsonyabb volt, mint a kontroll OLETF llatok (3. tblzat). 
Ugyanakkor az egszsges LETO patknyok vrcukor (4.20.6 mmol/L) s plazma inzulinszintje 
(13.32.3 U/ml) szignifiknsan alacsonyabb, mint a kapszaicin kezelt OLETF llatok (a LETO adatok 
nem e plyzat keretben kszltek).
hgyomri 
vrcukorszint 
(mmol/L)
hgyomri plazma 
inzulinszint (U/ml)
HOMA-IR HOMA-B%
Kontroll 6.60.7 80.29.2 23.52.1 51736
Kapszaicin
kezelt
5.70.6* 48.46.2* 11.20.9* 56932
3. tblzat. A kapszaicin előkezels hats az hgyomri vrcukor s plazma inzulinszintre illetve az ezen 
rtkek alapjn szmtott HOMA-IR s HOMA-B% indexekre. A *-gal jellt rtkek szignifikns eltrst 
mutatnak az oldszerrel kezelt kontroll csoport hasonl rtkeitől
Ad. 2. Annak vizsglata, hogy a pankreszt szenzoros idegekkel ellt DRG loklis kapszaicin 
kezelsvel elrhető-e a betegsg progresszijnak lasstsa
A ksrlethez non-obese diabetic (NOD) egereket hasznltunk, melyeket standard llathzi 
krlmnyek kztt (12-12 rs nappal-jszaka peridus, 20-25 C, 50-70% relatv pratartalom, 
standard laboratriumi tp s csapvz) tartottunk. E modell llatok jellegzetessge, hogy az elhzs 
kvetkeztben a humn 2-es tpus cukorbetegsgre jellemző tneteket produkljk. Az llatokat 3
csoportra osztottuk (csoportonknt 12-12 llattal), az egyik csoportot szisztmsan, egy msikat 
loklisan kezeltk kapszaicinnel (lsd albb), mg a kontroll csoport a kapszaicin oldszert (lsd 
fentebb) kapta szubkutn.
ALKALMAZOTT MDSZEREK
Kapszaicin előkezels
A szisztms kapszaicin előkezelst ugyangy csinltuk, mint az OLETF patknyok esetben (lsd 
fentebb). A loklis kapszaicin kezelskor llatokat elbdtottuk (30 mg/kg pentobarbital ip), majd a 
dorsalisan a gerinc mentn a thoracalis 8-11 szakasz mentn felkerestk a hts gyki idegdcokat s 
kapszaicinnel titatott vatta darabot helyeztnk krjk 20 percre, majd eltvoltottuk s a sebet 
aszeptikus krlmnyek kztt bezrtuk. A kezels sikert a szembe cseppentett kapszaicinre adott 
vlasz meglte illetve a TRPV1 pozitv szenzoros idegek hasnylmirigybeli hinya igazolta. Azokbl a
kapszaicinnel kezelt llatokbl nyert minden eredmnyt kizrtuk, ahol a post mortem elvgzett 
szvettani vizsglat TRPV1 pozitv idegeket mutatott a hasnylmirigyben (hatstalan loklis 
kapszaicin kezels). Az oldszerrel kezelt kontroll csoportot az OLETF patknyoknl ismertetett 
mdon, a kapszaicin oldszervel kezeltk (fiziolgis soldat, Tween 80 s etanol 8:1:1 arny 
oldata).
Szvettani s immunhisztokmiai vizsglat
Az llatokat elvreztettk s hasi feltrsbl eltvoltottuk a hasnylmirigyet, amit 4%-os formalinos 
fixl oldatba tettnk 24 rra, majd felszll alkoholsorozat segtsgvel a vizet eltvoltottuk s 
vgl a mintkat paraffinba gyaztuk. Ezt kvetően kerlt sor a metszetek elksztsre, melyeken a 
vizsglat cljtl fggően vagy haematoxilin eozin festst vgeztnk a T sejtes infiltrci mrtknek 
kimutatsra vagy immunfluoreszcens festst a TRPV1 s CGRP pozitv idegek kimutatsra. Az T-
sejtes infiltrci mrtknek megllaptshoz 3 egymstl fggetlen megfigyelő legalbb 200 sziget 
T-sejtes infiltrcijnak kiterjedst rtkelte az albbi pontrendszer szerint: 0 pont, ha normlis 
Langerhans sziget, 1 pont, ha sziget krli gyullads kiterjedse kevesebb, mint 25%, 2 pont, ha az 
infiltrci mrtke 25-50% s 3 pont, ha az infiltrci kiterjedse tbb, mint a sziget terletnek 50% 
(7). 
Plazma inzulinszint meghatrozs, HOMA-IR s HOMA-B% indexek
A ksrlet elejn kerlt sor vrvtelre hgyomri vrcukor s plazma inzulinszint meghatrozs 
cljbl. A vrcukor meghatrozs 1 csepp vrből trtnt glkz oxidz mdszer segtsgvel (Accu 
Check Active, Roche, Magyarorszg). A levett vrt (4 C, 2 perc, 10.000 rpm) lecentrifugztuk s a 
plazmt levettk s lefagyasztottuk -70 C-ra amg nem kerlt sor az inzulinszint meghatrozsra. A 
plazma inzulinszintet kereskedelmi forgalomban kaphat RIA kitt segtsgvel hatroztuk meg (4). 
A HOMA-IR index meghatrozs a szervezet inzulinrzkenysgnek meghatrozsra szolgl 
egyszerű mdszer, mely az hgyomri inzulin s vrcukorszint ismerete alapjn ad felvilgostst a 
teljes test inzulinrzkenysgre (hgyomri vrcukor (mmol/L) x hgyomri plazma inzulin 
(U/ml)/22.5). Minl alacsonyabb ez az rtk, az inzulinrzkenysg annl jobb (5). 
A HOMA-B% index a hasnylmirigy inzulintermelő sejtjeinek a szekrcis kapacitsrl ad 
felvilgostst s az albbi kplet szerint szmtand: hgyomri plazma inzulinszint (U/ml) x 
20/(hgyomri vrcukor (mmol/l)-3.5). Minl magasabb ez az rtk, a sejtek szekrcija annl 
kifejezettebb (5).
EREDMNYEK
A szisztms s loklis kapszaicin kezels hatsa a hasnylmirigyet ellt hts gyki idegdc 
idegeire s a Langerhans szigetek T-sejtes infiltrcija
A kapszaicin oldszerrel kezelt llatoknl a hasnylmirigy Langerhans szigetei krl TRPV s CGRP 
pozitv neuronokat lehetett kimutatni, mg a szisztms s loklis DRG kapszaicin előkezelt llatokban 
e neuron populci nem volt kimutathat (4. s 5. bra). A Langerhans szigetek gyulladsos 
infiltrcijnak rtkelsekor az insulinitis kifejezett volt (2.170.06 pont) az oldszerrel kezelt 
csoportban, ugyanakkor a T-sejtes infiltrci nagymrtkben lecskkent mind a szisztms (0.230.1 
pont), mind a loklis DRG kapszaicin előkezels (0.310.2 pont) hatsra (6. s 7. bra).
4. bra. Hasnylmirigy Langerhans szigetsejtet beidegző szenzoros idegfonat CGRP tartalm rostjainak 
kimutatsa 40-szeres nagyts mellett.
5. bra. Langerhans szigetsejt negatv kontroll, nincsenek zlden festődő, CGRP tartalm szenzoros idegek.
6. bra. NOD egr egszsges Langerhans szigete.
7. bra. NOD egr fehrvrsejtekkel infiltrlt 
Langerhans sziget. A limfocitk a sziget peremn 
lvő stt magok, mg a sziget belseje nem 
infiltrlt.
A szisztms s loklis kapszaicin kezels hatsa az inzulinrzkenysgre s a  sejt funkcira
A kontroll csoport hgyomri vrcukor s plazma inzulin szintje szignifiknsan emelkedett az 
egszsges egrre (C57BL – ezen egerekből szrmaz eredmnyek korbbi vizsglatok sorn 
szlettek) jellemző rtkekhez (vrcukor: 4.30.6 mmol/l ill. 11.32.1 U/ml) kpest. 
Vrcukor 
(mmol/L)
Plazma inzulin 
(U/ml)
HOMA-IR HOMA-B%
Kontroll 10.42.1 50.67.1 23.42.1 1469.5
Szisztms 
Kapszaicin
6.71.6* 24.72.7* 7.40.8* 15412.4
Loklis Kapszaicin 7.21.8* 27.63.1* 8.81.1* 14914.9
4. tblzat. A szisztms s loklis kapszaicin kezels hats az hgyomri vrcukor s plazma inzulinszintre 
illetve az ezen rtkek alapjn szmtott HOMA-IR s HOMA-B% indexekre. A *-gal jellt rtkek szignifikns 
eltrst mutatnak az oldszerrel kezelt kontroll csoport hasonl rtkeitől.
Ad 3. Annak vizsglata, hogy a kapszaicin-rzkeny idegek szerepet jtszanak-e a krnikus 
thiazolidinedione terpia hatkonysgban
Ebben a ksrlet sorozatban OLETF s Wistar patknyokat hasznltunk, melyeket a korbban 
rszletezett mdon tartottunk llathzban. 
ALKALMAZOTT MDSZEREK
A 2-es tpus diabetes modell: Az OLETF patknyok esetben a szisztms kapszaicin kezelst (lsd 
fentebb) az llatok 6 hetes korban vgeztk, majd ezt 12 hetes, 3 mg/kg per os adott roziglitazon 
(Avandia) kezels kvette. Az Avandia kontrolljaknt az llatok csapvizet kaptak, ugyanolyan 
volumenben, mint amennyiben az Avandit adtuk. A vizsglat sorn az OLETF llatok kztt 4 csoport 
kerlt kialaktsra (lsd: 6. bra). 
Az 1-es tpus diabetes modell: A Wistar patknyokat 6 hetes korukban intraperitonelisan 70 mg/kg 
streptozotocinnal illetve a korbban lert mdon kapszaicinnel kezeltk. Ezt kvetően 12 hten t 
napi 1 alkalommal per os 3 mg/kg roziglitazonnal (Avandia) kezeltk az llatokat. Az Avandia 
kontrolljaknt az llatok csapvizet kaptak, ugyanolyan volumenben, mint amennyiben az Avandit 
adtuk. A vizsglat sorn a Wistar llatok kztt 6 csoport kerlt kialaktsra (lsd: 6. bra).
Egszsges kontroll csoportknt hasonl letkor Wistar patknyok szolgltak. 
A kezels vgn a korbban ismertetett menet szerint HEGC-et vgeztnk teljes test 
inzulinrzkenysg meghatrozs cljbl. A HOMA-IR s HOMA-B% indexek rtkeit a HEGC elejn 
levett hgyomri vrcukor s plazma inzulinszintek alapjn szmtottuk a korbban rszletezett 
mdon. Minden csoportban 12-12 llat volt.
Immunhisztolgia s Radioimmunoassay
Az immunhisztologiai vizsglatot a korbban lert mdon vgeztk el. A hasnylmirigy neuropeptid 
tartalmnak kvantitatv meghatrozshoz radioimmunoassay (RIA) mdszert hasznltuk. Ennek 
sorn az llatok kivreztetse utn kivett hasnylmirigy mintkat azonnal lefagyasztottuk folykony 
nitrogn segtsgvel a tovbbi vizsglatok elvgzsig. A mintkat felolvasztst kvetően
homogenizltuk, lecentrifugltuk s a fellszt eltvoltottuk RIA mrs cljra. Az egyes 
neuropeptidek (SP, CGRP) meghatrozsra sajt fejlesztsű RIA assay llt rendelkezsnkre (8;9).
A kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek funkcijnak vizsglata izollt szervi prepartumon
Az inzulinrzkenysg meghatrozst kvetően az llatokat kivreztettk, majd a lgcsvet a 
ggeporc s a 2 főhrgő kztti szakaszon kipreparltuk s megtiszttottuk a krnyező 
ktőszvetektől. Minden esetben kt, azonos kezelsi csoportba tartoz llatbl szrmaz lgcső 
prepartumot tettnk egy szervfrdőbe. Ezt kvetően a szervfrdőben a prepartumokat tmostuk 
oly mdon, hogy 60 percen keresztl 1 ml/perc sebessggel 37 C-os, 7.2 pH-j, oxigenizlt (95% O2, 
5% CO2) Krebs oldatot (NaCl 118.1 mM, KCl 4.7 mM, MgSO4 1.0 mM, KH2PO4 1.0 mM, CaCl2 2.5 
mM, NaHCO3 25.0 mM, glkz 11.1 mM) ramoltattunk t a szervfrdőn (1.8 ml). Az egy ra letelte 
utn az tmosst lelltottuk. Ezt kvetően indult a ksrlet rdemi rsze, mely 3, egyenknt 8 percig 
tart rszből tevődtt ssze s mindegyik rsz a szervfrdő folyadk sszegyűjtsvel rt vget. A 
szervfrdő folyadk sszegyűjtst kvetően a szervfrdőt tmostuk, majd jra feltltttk. Az első 
rsz az n. ingerls előtti frakci volt, a msodik az ingerls alatti, mg a harmadik frakci az ingerls 
utni volt. Az ingerls tringerlst jelentett s a kvetkező paramterekkel trtnt: 40V, 0.1 ms, 10 
Hz, 120 mp. A levett mintkat jghideg csvekbe tettk, hogy az enzimatikus fehrje degradcit 
megakadlyozzuk. Ezt kvetően a lgcsvek nedves slyt lemrtk. A levett szervfdő mintkbl 
trtnt a substance P (SP) s a CGRP meghatrozs a korbban lert metodika szerint (8;9). A kapott 
eredmnyeket a lgcső nedves tmegre vonatkoztatva adtuk meg (fmol/mg).
EREDMNYEK
A roziglitazon kezels hatsa az inzulin rzkenysgre
Mind az OLETF (2-es tpus cukorbeteg modell), mind az STZ-vel kezelt (1-es tpus cukorbeteg 
modell) llatok inzulinrzkenysge szignifiknsan alacsonyabb volt, mint a kontrollnak tekintett 
egszsges Wistar patknyok. Ugyanakkor a szisztms kapszaicin kezels minden inzulin rezisztens 
csoportban az inzulinrzkenysg javulst eredmnyezett, mg az egszsges Wistar patknyok 
inzulinrzkenysgt nem befolysolta. A 3 hnapos, 3 mg/kg per os roziglitazon kezels javulst 
eredmnyezett az egyes inzulin rezisztens csoportok inzulinrzkenysgben, azonban ez 
statisztikailag szignifikns szintet csak a kapszaicin oldszerrel kezelt csoportokban eredmnyezett, a 
kapszaicin kezelteknl a javuls nem rte el a szignifikns szintet. Az egszsges Wistar patknyok 
inzulinrzkenysgt sem a kapszaicin előkezels, sem a roziglitazon kezels (ezek az adatok 
nincsenek benne a grafikonban) nem befolysolta (8. bra). 
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8. bra. A thiazolidinedion kezels (3 mg/kg roziglitazon; Avandia) hatsa az 1-es s 2-es tpus 
cukorbetegsg llatmodelljeinek inzulinrzkenysgre kapszaicin előkezels nlkl illetve mellette. A *-gal 
jellt rtk szignifikns eltrst mutat az sszetartoz csoportok kztt. A roziglitazon kezels hatsra az 1-
es s 2-es tpus cukorbeteg llatmodellek inzulinrzkenysge minden esetben javult, br statisztikailag 
szignifikns rtket nem rte el. A #-el jellt oszlopok szignifikns eltrst mutatnak a csapvzzel (roziglitazon 
oldszere) kezelt csoporthoz kpest.
A thiazolidinedione terpia hatsa a szigetsejtek szenzoros neuropeptid tartalmra
A kapszaicinnek kezelt llatokban a Langerhans szigetek krl vgződő szenzoros idegek nem voltak 
kimutathatak s a RIA meghatrozs sorn sem rte el a neuropeptid tartalom az rzkels als 
hatrt, gy azokat nem mutatom be brn. Az kapszaicin oldszervel kezelt OLETF s STZ
patknyokban a TRPV s CGRP pozitv idegek kimutathatak voltak a Langerhans szigetek krl, mg a 
RIA meghatrozs sorn az egszsges kontrollhoz kpest a CGRP tartalom emelkedett, mg a P 
anyag mennyisge cskkent. A roziglitazon kezels hatsra az OLETF patknyok hasnylmirigyben 
meghatrozott emelkedett CGRP mennyisg lecskkent, mg a P anyag tekintetben a roziglitazon 
kezels nem okozott vltozst (9. s 10. bra).
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9. bra. A krnikus TZD terpia hatsa a hasnylmirigy P anyag mennyisgre OLETF s STZ kezelt 
patknyban. A *-gal jellt rtk szignifikns eltrst mutat az egszsges Wistar patknyhoz kpest. A #-el 
jellt rtk szignifikns eltrst mutat a TZD-vel nem kezelt csoporthoz kpest.
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10. bra. A krnikus TZD terpia hatsa a hasnylmirigy CGRP mennyisgre OLETF s STZ kezelt patknyban. 
A *-gal jellt rtk szignifikns eltrst mutat az egszsges Wistar patknyhoz kpest. A #-el jellt rtk 
szignifikns eltrst mutat a TZD-vel nem kezelt csoporthoz kpest.
A krnikus TZD kezels hatsa a szenzoros idegek neuropeptid tartalmra izollt szervi 
prepartumban
Az egszsges llatokhoz viszonytva a lgcső bazlis s stimullt P anyag tartalma lecskkent mind az 
OLETF, mind az STZ kezelt llatokban. A krnikus TZD kezels egyik csoportban sem okozott 
szignifikns vltozst a trachea P anyag mennyisgben (11. bra). Ugyanakkor ms a helyzet a CGRP 
tekintetben. AZ OLETF patknyok esetben a bazlis s stimullt CGRP mennyisg a kontrollhoz 
kpest megemelkedett, mg az STZ llatoknl lecskkent. A krnikus TZD kezels hatsra OLETF 
llatban a CGRP mennyisg lecskkent (12. bra).
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11. bra. A krnikus thiazolidinedione terpia hatsa a trachea bazlis s stimullt P anyag tartalmra. A *-
gal jellt rtk szignifikns eltrst mutat az sszetartoz csoportok kztt.
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12. bra. A krnikus thiazolidinedione terpia hatsa a trachea bazlis s stimullt CGRP tartalmra. A *-gal 
jellt rtk szignifikns eltrst mutat az sszetartoz csoportok kztt. A #-el jellt rtk szignifikns 
eltrst mutat a TZD-vel nem kezelt csoport stimullt rtkhez kpest.
Ad 4. Annak vizsglata, hogy humn hasnylmirigy mintban hogyan vltozik a szigetsejtek 
neuropeptid- s hormon tartalma
Ez az a programpont, ahol nem sikerlt elrni a kitűztt cljainkat, mivel nem sikerlt elegendő 
mintt sszegyűjtennk ahhoz, hogy statisztikailag is rtkelhető eredmnyeket kapjunk. Azonban 
szeretnnk mindenkppen lemrni a begyűjttt mintkat, a plyzat futamidejt kvető időszakban. 
Az ehhez szksges vegyszerek s műszerek a rendelkezsnkre llnak, a mintk sszegyűjtse 
folyamatban van. Ehhez a vizsglathoz tumoros beteg rezekcis műtteinl a szli p rszből nyert 
mintkat gyűjtjk. A cadaverből trtnő mintavtelezstől eltekintettnk a technikai nehzsgek s a 
pancreas gyors nemsztődse miatt. Azon tervnk, hogy IDDM s NIDDM-es betegekből szrmaz 
pankresz mintkhoz juthassunk nem vlt megvalsthatv, mivel a pankreasz biopszia igen nagy 
kockzattal jr s nem talltunk olyan sebszi teamet, aki ezt felelőssggel felvllalta volna. Ilyen 
mintavtel lehetősge a doncira kerlő agyhalottakbl lenne lehetsges, azonban az elmlt 
időszakban nem jutottunk ilyen minthoz. 
SSZEFOGLALS
A vizsglataink legfontosabb eredmnye annak igazolsa, hogy a kapszaicin-rzkeny szenzoros 
idegek szerepet jtszanak az NIDDM kialakulsban azltal, hogy kros funkcijuk a perifris 
szvetek inzulin irnti cskkenshez s inzulin rezisztencia kialakulshoz vezet. Ugyanakkor a 
kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek szerept a HOMA-B% index szmtsa alapjn a -sejt funkci 
romlsban nem sikerlt igazolni. Emellett elsőknt igazoltuk, hogy a hasnylmirigyet ellt 
kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek a gerincvelői hts gyki idegdcokbl erednek. Vgezetl 
kimutattuk, hogy krnikus thiazolidinedione terpia hatsra a hasnylmirigy CGRP tartalma cskken 
s P anyag tartalma nvekedik, mely hatsok hozzjrulnak a TZD terpia hatkonysghoz, azonban 
arra vonatkozan nem sikerlt egyrtelmű eredmnyt elrni, hogy a kapszaicin-rzkeny szenzoros 
idegeknek szerepe van-e a TZD hats kialakulsban, hiszen a kapszaicin kezelt llatokban br a TZD 
kezels hatsra az inzulinrzkenysg javulst mutatott, azonban mrtke nem rte el a szignifikns 
szintet. Ugyanakkor igazoltuk azt is, hogy a TZD kezels nemcsak a hasnylmirigyet ellt kapszaicin 
rzkeny rző idegek funkcijt befolysolja, hanem a szervezet egyb helyein is, de legalbbis a 
lgcső esetben. Ennek jelentősgt az adja, hogy a TZD kezels a vrcukorszint javtsa mellett, 
kpes helyrelltani a kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek lecskkent neuropeptid tartalmt.
Ksrleteinkkel igazoltuk a kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek szerept a cukorbetegsg s inzulin 
rezisztencia kialakulsban valamint, hogy a TZD kezels inzulinrzkenytő hatsban a kros 
szenzoros neuropeptid arnyok helyrelltsa is szerepet jtszik. Tovbbi ksrleteket terveznk arra 
vonatkozan, hogy feltrjuk azokat a lpseket melyek a kapszaicin-rzkeny szenzoros idegek 
diszfunkcijt sszekapcsoljk a perifris szvetek inzulin rezisztencijnak kialakulsval. 
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